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COMPOSITION PHARMACEUTIOUE, UTILE A TITRE PREVENTIF OU CURATIF CONTRE LES 
TUMEURS INDUITES PAR LES PAPILLOMAVIRUS 



La prisente Invention concarne d« nouvellas 
composlclono vacclnalas utiles centre les tuaeurs 
InduUes par les paplllofaavlrus , et plus partlculllremenc 
contre les typee HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, 
2 Lea papillomavirus reprtfsentent un groupe de 

virus i ADN. lis possident une coque protCique et un 
ginome d'ADN circulalre d'environ 7900 paires de bases. 
Un certain nombre d« types de papillomavirus^ bovlns 
(BPV), huaains (HPV) one 6t6 identifies, et les genomes 
IQ de certains ont (t€ complitement s(qu«ne(s (1). 

Les trsvauz de recherche fondameotale qui oat tti 
menis sur ces virus oat ainsi conduit ft distiaguer dans 
leur gknome une region prCcoce et une rigion tardive, par 
analogie avec le g€aome du virus du polyoma et du SV40. 
15 La region tardive coatient deux cadres de lecture LI et 
L2 qui codent pour les composants oajeurs de la capside. 
La region pr<coce contleat au moins les cadres de lecture 
El, E2 , EA , E5, E6 , E7 et E8. Lea protSioes cod<ee par 
ces cadres da lecture possident des fonctions 
20 diffirsntes. Trois de ces prot&ines sont impliquies dans 
les processus de transformation oncogCnique des cellules 
tnfectfies. La protSine E5 de BPV-1 qui posside un 
important pouvoir de transformation et qui peut in vitro 
transformer des cellules de fa(;on indCpendante (2) est 
25 codfie par la partle 3' de la region prCcoce. Les 

protiines E6 de BPV-l et E7 de HPV-16 sont cod<«s par la 
partie 5' de la region prCcoce et sont impliquies dans 
I'induction et le maintien de la transformation oncogene. 
Ces deux prot€ines semblent diriver d'un gdne ancestral 
30 coomun par duplications successives d'un peptide de 

33 acides amines (3). Le pouvoir transformant de E7 a itS 
dfiaontrS pour HPV-16 et 18 (4, S, 6). Parmi les autres 
protSines prCcoces, El et C2 p ssddeat un rOle dans la 
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replLcaclon ec/ou 1 ' express Ion du virus alors qu'll n'a 
pas StI mis en Svldence de foncdon I E4 ec E8. 



Chez i'homme, Les HPV sonc associls d des 
5 pachologles allanc de L'infeccion blnlgne de La peau, aux 
verruas ec aux tumeucs mallgnes. Cas virus sont 
hauceroenc sp^clfiques des clsaus cibles, nocammenc les 
jplch^llums de I'^pldecme des voles gfinlcales, orales et 
respiracolres (7). Les donn£es £ptd$alologiquea auggdrenc 
10 forcenenc le rfile de cercalnes souches d'HPV dans La 

cancer du coL de L'uc^rus ec des voles basses (cumeur Le 
pLua ecfiquemraenc facaL chez la femoe). L'AON de HPV-L6 ec 
HPV-L3 esc cecrouvSe dans la pluparc des biopsies 
provenanc de cellules canc£reuses g£nlcales, plus 
15 raremenc on dficecce HPV-3L, HPV-33, HPV-35, HPV-39 ec 
HPV-A5. 



Les pachologles associ^ea aux virus HPV posenc un 
problime ch€rapeuc tqua du fate de leur nacure pecslscance 
20 ec recurrence. De nombreuses approches one dfiji[ gc€ 
uclllsSes dans le craicemenc de ces maladies : la 
chlrurgte, la chlmiochfirapie , les agencs ancivlraux ec 
1 ' immunochSrapie (8). 

25 En pardculier, la publlcacion europ^enne de 

brevec EP-A-0133123 dScriC une approche de vaccinadon 
concre une Infeccion par les papillomavirus qui conslsce 
^ preparer par g^nie g£nficique des procaines de la 
capstde du virus, c'esc-i-dlre des procfiines de scruccure 

30 correspondanc done \ la region Cardive du virus, ec \ les 
uclliser comme agencs immunogdnes. Dans ce documenc, Les 
ooyens dficrics vlsenc \ une procection concn une 
Infeccion par Les virus eux-*ofime8, eC done : priori 
concre couces les formes d'infeccions suscepcibles de se 

33 dSvelopper . 
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La prfisente tnvendon vtse pLus pr^cisfimenc 
L'obtencioa de vacclns acclEs, I ttcre prSvenclf ou 
curacLf concce les cumeucs malignes resulcanc d'une 
Ittfecclon pcfificabLte par HPV. 

5 

La prfiseaca invendon repose sur I ' o ba e rva c ion 
que La formaclon des Cumeurs Lnduices par les 
papillomavirus esc due ^ I'expression des gdnes pr£coces 
des virus. 

10 

L'lnvencloa a done pour objet des compositions 
pha rmaceuc Iquea caraccfirls^ea en ce qu'elles conciennenc 
i clcre de prlncipe acclf pr£venClf ou curacif au molns 
un poxvirus recomblnanc qui comporce une sequence d'ADN 
15 hScSrologue codanc au molns pour la region essencielle 
d'une procaine pr^coce d'un papillomavirus alnsl que les 
elSmencs de regulation assuranC son expression dans les 
cellules suplrieures. 

20 Par region essentiella de ladite protfiine, on 

encend designer la partie de la sequence protfiique 
capable d'induire une immunicfi antitumorala . 

Les compositions vaccinales selon 1' invention 
25 peuvent 3tre utilisfies i des fins variSes. Ellas peuvent 
Stre utilisfies i ticre prfiventif, pour empdcher 
I'apparition de cumeurs malignes, soit avant toute 
infection par le virus, soit encore apcds une infection 
ayant causS des troubles bSnins, par crainte de voir 
30 d*autres tissus atteints et se transformer en tissus 
cancSreux. Elles peuvent potentiellement Stre aussi 
utilis^es I titre curatif, pour faire dlsparattre une 
tumeur dSjl install£e, ou en complement ou substitution I 
une ablation. Ces utilisations peuvent concerner I'homme, 
mais aussi I'animal, en particulier les bovins pour la 
prevention des infections par le virus BPV. On pourra 
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uctllser, le cas ^cheanc le poxvirus recombLnaac avec un 
support pharaaceuclquemenc acceptable pour son 
Inoculation \ I'homme ou S I'animal. 

5 Etant donnSes Les observations qui ont ktk 

falces, «C rappelfies plus haut sur la frequence 
d'tnfeccion par HPV da type 16-18-31-33-35-39 et 45 dans 
les cas de cancer du col de I'ucSrus, I'invention 
concerne plus particulldcsment des coopositlons 

10 vacclnales utiles centre HPV-16, HPV-18, HPV31, HPV33, 
HPV-35, HPV-39 et HPV-65. 

C'est pourquoi I'invention a pour objet une 
composition vacclnale telle que dSfinie prIcSdenment dans 
ISlaquelle le poxvirus comprend au molns une sequence d'ADM 
codant pour au molns une protSine non**s tructurale du 
virus HPV de type 16, 18, 31, 33, 35, 39 ou 45 et en 
partlculler du virus HPV-16. 

20 Comme rappeld prSc^demment , la structure dss 

virus de la famille des papillooes, en partlculler BPV-l 
et HVP, est telle qu'll existe au raoins 7 cadres de 
lectures susceptlbles de correspondre "k des fonctions 
protllques blen sp^clflques des n^canlsmes d'action du 

25 virus et du malntien du s^nome viral. C*est pourquoi 11 
peut Sere intSressant de preparer des compositions 
pharmaceutiques qui expriment dans I'organisme humaln 
plusieurs prot^lnes slmulcanfiment. Ceci peut 6tre obtenu 
sole avec plusieurs poxvirus exprimant chacun une 

30 protSine donn^e, solt avec un poxvirus contenant 

plusieurs sequences d*AON h£t6rologue correspondant aux 
prot£lnes choisles. 



Blen entendu, le poxvirus recombinant comportera 
35 I'ensemble des Sl^ments ndcessalres i I'expression des 
pr tSlnes dans les cellules supfirleures, c.a.d. g6n6ra- 
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Leraenc an promoceuc de La c cans c r 1 p c Ion da gSne ec une 
cSgion d'lnlttacton de La craductlon dans la cellule 
h6ce ; de prgfSrence Le proraoteur sera le promoceur d'un 
gine du poxvirus uctllsS. 

5 

Parml cous les poxvirus envlsageablas , on choLsU 
de pr«f3fencQ la virus de la vaccine, car 11 a dfijd 5cS 
Icabll que Us antlgSnes axprim^s par le virus de la 
vaccine cecombinanc sonc cocreccemenc prfiaentfis 3 la 
,0 surface des cellules Infectfies ec permeccenc I'induccion 
d'une rSponse ionunicaire de type cellulaire. Cea 
ci rconscances sonc done part iculiacemenc eavorables 
pulsqu'Ll esc connu que 1 ' I limlnacion des cellules 
cumorales Lmplique I'tmmunicS cellulaire. 

15 

Lorsque le poxvirus esc le virus de la vaccine, 
on udllsera de prfiffirence comoe promoceur celui du gine 
de La procglne 7,5 K du virus de la vaccine. L'ensemble 
proraoceur-sfiquence codanc sera ina^r^ dans une rfigion non 
20 essenclelle du virus ; par example, dans le caa du virus 
de La vaccine, le gfine de la chymidine kinase (TK) ce qui 
permectra una sSlaction aisSe des virus recoobinancs TK~. 

Gfinfiralaraenc , le virus vlvant est inoculfi i 
25 L'homme ou a I'animai. Toucefois, on peut aussi envisagar 
d'injecter i l'homme ou 3 I'anlmal le virus cecombinanc 
cu6, prfisencanc i sa surface les protfilnes choistes, ou 
lea protSines puriflfies S. parcir de cultures cellulaires 
LnfeccSes par les virus de la vaccine recombinants. 

30 

Les compositions pharmaceutiques salon 
I'lnvencion peuvenc 8cre prfipar^es selon dea procSdfis 
connus dans le domaine des vaccina, ec les doses 
appllcables pourront varier dans une large gamme. Elles 
35 seronc fonction nocammenc de I'fitat du patient et 

d'autres paramfitres qui saront fivalufis par le praticien. 
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L'LtivenCioa ssera lllustrle par les exemples cl- 
apris, qui dScrlvenc d'une pare des rSsulcacs de 
vaccination sur anlmaux auxquels on a injecci des 
cellules c rans f 0 rm^e s par le virus du papillome bovln 

5 (BPV-l) ec, d'aucre pace, des rgsuUacs d« vacclnadon 
sur anlmaux auxquels on a inJeccS des cellules 
c rans eormfies par le virus du papillome huoaln (HPV-16). 
On dficrlc en partlculier le clonage ec le sSquen(;age des 
ADM correspondant: aux cadres de lecture aux procaines ES, 

10 E6, E7 de HPV-16 ainst que les rSaulcats de vaccination 
obtenus avec des virus recombinants exprimant ces 
p rotSines . 

La description d$taill£e de I'lnvencion sera 
15 accompagnle par les figures 117 qui repr£sentenc : 



- la figure 1 ceprfisente le gel SDS-PAGE des 
immunoprScipic£s des produits des cadres de 
lecture El, E2, E5 et E6 de la rSgion pr^coce 
20 du genome du papillomavirus bovln BPV-l. 



- la figure 2 reprfisente la pficiode de lacence du 
d^ve loppement des tumeurs des animaux vaccinas 
avec les virus de la vaccine recombinants, 

25 exprimant les produits des cadres de lecture 

El, E2, E5, E6 ou E7 du papillomavirus bovln 
BPV-l (VVbEl, VVbE2, VVbES, VVbE6 et VVbE7), ou 
un virus de la vaccine recombinant c€moln, VV-0 
(n'exprimant pas une protfiine de BPV-l) et 

•^0 Sprouvfis avec des cellules FR3T3 transformles 

par 3PV-1 (FR3T3 BPV-1-6). 



- la figure 3 reprSsente la pficiode de latence du 
d€ve loppement des tumeurs chez des animaux 
35 vaccinas avec les virus de la vaccine 

recombinants exprimant les pr duits des cadres 
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de lecture E5, E6 ec 17 da papillomavirus bovtn 
BPV-l (VVbES, VVbE6, VVbE7) ou una association 
VVbE5-VVbE6 ou VVbES-VVbE7 ou un virus de la 
vaccine recombinant timoln VV-0 (n'exprlaant 
pas une protltne d« BPV-1) et Sprouvfis avec des 
cellules FR3T3 transforra^as par BPV-l (FR3T3- 
8PV-1-3). 

U figure 4 reprfisante schSmac Iqueraent la 
structure du bacteriophage M13 E7/E6 (HPV-16). 

la figure 5 reprfisente schfimat Iquemenc la 
structure du bactfir tophage M13 ES (HPV-16). 

la figure 6 repr^sente la sequence de I'ADN 
corapUmentalre du cadre de lecture E5 (HPV-16). 

la figure 7 reprfisenCe le gel SDS-PAGE des 
Imfflunopr^clpltfis des produits des cadres de 
lecture E6 et E7 de la rfiglon prficoce du glnome 
du papllloraarlvus humaln HPV-16. 

la figure 3 reprfisente I'Svoluclon de la tatlle 
des tuoeurs chez des anlmaux vaccinas avec le 
virus de la vaccine recombtnanc exprtraant le 
produlc du cadre de lecture E6 du 
paplllooavtrus humaln HPV-16 (VVhE6) et 
SprouvSs avec des cellules prlmalres de rat 
transEoroSes par HPV-16 et un oncogene ras. 

la figure 9 reprfisente I'fivolutlon de la tallle 
des tumeurs chez des anlmaux vacclnfis avec le 
virus de la vaccine recombinant exprloant le 
prodult du cadre de lecture E7 du 
papillomavirus humaln HPV-16 (VVhE7) et 
fiprouvSs avec des cellules prlmalres de rat 
transformfies par HPV-16 et un one gdne ras. 
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Exemple I : Inhibition du dSvelopperaenc des Cumeucs 
Indulcas par la virus du papilloma bovln 
(BPV-L) par vacclnaclon par dea virus de la 
vaccine recombinants axprlmant les procfilnes 
5 prficoces de BPV-l. 

a) Conacructlon des virus de la vaccine axprlmant lea 
protglnes prgcoces de BPV-l 

'0 Le plasralde pM69 (9) contlent la region pr^coce 

du genome de BPV-l tnsfirg en tant que fragment HlndlH- 
BamKI dans les sites Hlndlll ec BamHI du plasmlde pML2 
(9). Oes sous-fragments contenant les cadres de lecture 
El, £2, ES, E6 et S7 sont excises par digestion avec des 

isenzymes de restriction (voir tableau I) et Introdults 
dans les bacteriophages M13TG130 ou M13TG131 (10) puis 
souols I une mutagfinise locallsSe dirlg^e par oligonucleo- 
tide avant d'Stre transffirds dans le plasmlde pTG186 poly 
(11). Ces Stapes sont rficapitulSea dans le tableau I. 

20 

LSgende du tableau I : 

[a] : les nucleotides souHgnSs prficlsent les bases non 
25 aparlSes i la sSquence parentale de BPV-l 

[b] : le codon d'lnltlatlon de la traduction et le site 

de restriction utilises dans le clonage sont 
soulign6s. . 

[c] : 11 n'a pas Ste possible d'introdulre le fragment 

30 Eco RI - Bam HI du plasmlde pM69 contenant le cadre de 

lecture E5 dans le bacteriophage M13TG131 dans 
1 'orientation dSslrSe : les clones sont obtenus dans 
1 ' orientation Inverse* dans laquelle deux fragments 
de plasmldes Independents sont clones ; la 

^2 mutagendse par oligoaucie tide correspond done i. 

I'autre brln de I'ADN. 
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[■<] : excrfitnlcS produtce par dLgesclon par una enzyme de 
rescrLcclon puts craiceraenc avec le fragmenc Xlenow 
de I'ADN polymfirase I de E. coll avanc le clonaga ; 

na : non appllquable. 



Clonage ec mucagfindse des sous-f ragroencs du 
glnome de BPV-1 pour leur cransferc dans les 
virus de la vaccine. 



BPV-l 

• cadre de • vecceur 
leccure * sice 

• fragment 



Mucag^ndse 

• sequence (5'-3' ) ' 
des ollgonuclSo- 
ddes udlls^s [a] 

• sequences au slce 
d'lnltlaclon de la 
traducdon [b] 



Clonage 

• fragmenc 

• vecteur 

• slCe 



El M13TG130 
20 ^rul-Avrll BamHif k ]-XbaI 



(TCGCGAGCCTCATGG) 



BamHI-SscI 
pTG186poly 
BamHI-Sstl 



E2 M13TG131 
EcoRl-5peI EeoRI-Xbal 



CAGGAGCATCCTGAAGAGGA 



( GGATCCTGAAGAGGATGG ) 



BamH I 

pTG186poly 

BamHI 



E5 rtl3TGl3l AGATTTGCCATAGTCGACCAGTCA[c] Sall-BamHI 

EcoRI-BamHI EcoRI-BamHI pTG186poly 

30 (GTCGACTATGG) Sall-BamHI 

E6 H13TG130 CAGACCCCGGATCCAACATGGACCT BamHI-Xnalllf k] 

Hpal-Smal Smal pTGl86poly 

( GGATCCA ACATGG) BamHI-Saal 



E7 M13TG130 TGCTACGACTCGAGCAAACATGGTTCA XhoI-EcoRI 

Hpal-Smal Smal pTG186poly, 
(CTCGAGCAAACATGp) Sall-EcoRI 
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La oucagenSsa locallsSe dtrlgfie par 
oUgonucUoclde pecmec d ' t n c rodu t r e une sequence 
consensus de L'LnlcLacion de la craduccton au niveau du 
codon d' Initiation de raanUre 3 assurer I'expresston 
5 correcca aprfis cransEarc dans la virus de la vaccine. 

Dans chaqua cas, T o Ugonuc Uotlda de synthase Introdulc 
un site da restriction unique Juste avant la siquanca 
dfitermlnant le dfibut de la traduction. 



10 nana le cas du cadre de lecture de El, 11 n'ast 

pas nScessalra de falre de rautagSnfise locallsSe du fait 
de la prfiaence d'un site de restriction dans Le gSnome de 
RPV-l (site Nrut en position -11 par rapport I I'ATG ' 
Inltlateur at d'una sequence quasi consensus de la rfiglon 

,5 d'lnltlatlon de la traduction (GCCTCATGG) : le nucUotlde 
G en position -3 est presque aussl efficaca que A dans 
I'lnltlatlon de la traduction. 



Oes cellules prlmalres d'embryon de poulet sont 
20 cultlvSes a 37»C dans un milieu MEM (Glbco) supplSmentS 
avec 10 r. de s«rum de veau foetal. Ellas sont 
siaultanSment soumises d une Infection par un virus de La 
vaccine the rmos e ns I b le et I une transfectlon par Les 
vecteurs d ' exp ress Ion/ t rans f ert portant lea segments 
25 InsSrSs de BPV-l et par I'ADN du virus de la vaccine type 
sauvage. AprSs selection, on isole selon les techniques 
courantes, des recombinants de la vaccine dans lesquels 
I'expresslon de la sSquence Insgrge est sous le contrSle 
du promoteur 7.5 K du virus de la vaccine. 

30 

Las virus de la vaccine recombinants (VV) 
exprlmant les protSlnes prficoces de BPV-l El, E2, E5, E6 
et E7 sont appelSs respect Ivement VVbEl, VVbE2, VVbE5, 
VVbE6 et VVbE7. 
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1 1 

^xpresston de El, E2 . £5. E6 et E7 dans Les cellules 
Infectges par les virus recombtnaats 

Des cellules BHK-21 sur oilLeu de Eagle iaodtfl« 
5 par Dulbecco MEM.BME (GIBCO) suppUmancfi avec 10 X de 

sSrutn da veau foecal (GIBCO) 30nc tnfeccfies avec I'un des 
'ilx virus recombinants avec une raulctplicicS 
d'approximativement 20 unlcfia formanc plaque (ufp) par 
ce 1 lu le . 

10 

Aprfis une heure i 37«C, du milieu frais esc 
ajoutS ec les cellules sonc incubfies pejndant deux heures. 
La milieu esc recirS, les cellules lavSes une fois.Du 
■nilieu MEM.BME sans mSchionine et/ou cystfilne et 

^5 supplSmencS avec 5 5; de sSrum de veau foecal dlalysS esc 
alors ajoucS. Le macquage est effectui avec 0.5-1 mCl/ml 
de L-ra6chionlne-35S ec/ou L-cy8Cgine-35S (Aoarshao) 
pendanc 3 heures i 37*C. Les cellules alnsl marquees sonc 
rincees deux fots avec 20 mM Tris. HCl pH 7,2 ; 150 mM 

20 '"^aCl (campon TS) concenanc de I'aprotlnine (I Ul/ml j 

Siosys, France), colleccfies par gractage ec rtncfies par 2 
cenc r i f ugaclons dans du campon STE (20 mM Tris. HCl pH 
7.2 ; 150 mM NaCl ; I mM NajEDTA ; 1 Z aprocinine). Les 
cellules sonc lysfies dans du campon RIPA [50 mM Tris. HCl 

25 pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; I mM NAjEDTA ; 1 X Tricon X-100 ; 
I % NaOeoxycholace ; 0,1 X SDS] ou fractlonnfiea pour 
dficerraincr la localisadon subcellulalre des procSines de 
3PV-1. 

30 L • ImmunoprScipication ec le SDS-PAGE sonc 

effeccuSs suivanC la procldura dficrlce par Davis (12). 
Des ancisera polyclonaux da laplns, dresses contre les 
protfilnes de fusion baccfirlennes correa pondanc aux cadres 
de leccure El, E2, E5, E6 ec E7 sont obtanus par la 

35 nfithode classlq ue connue de I'homme du metier, voir par 
example les rfifSrences (13) at (14). 
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Las cellules Infectfies avec VVbEl produlsenc une 
procSlne nuclSalre de 69kD qui esc a pgc 1 f iq uerae n C 
ceconnue par I'andsfirum anci-El (fig. I, bande I, la 
bande 2 correspond d une Immunprficiplcation avec un sSrum 

5 non Immun). Las cellules Infeccfies par VVbE2 condennenc 
un niveau ilQvi d'un polypeptide de A8 kD prfisantanc una 
rfiactlvlcfi crolsfia avec E2 ec co rres pondanc i la protitne 
de cransacclvaclon majeure cod€e par le cadre de lecture 
E2 de BPV-l (fig. I, bande 3 et contrflla, bande 4). Ce 

10 polypeptide esc dfiteccS dans toutes les sous-f race Ions 

cellulalres examinees, conform^menc i ce qui a 6t6 dficrlc 
pour la procfilne E2 de cellules tranaf ormfies par BPV-l 
(15). VVbE6 code pour une protfilne de 15,5 kD 
spficieiqueraenc prSclplcfie par le sfirum antl E6 (Mg. I, 

15 bande 6 ec contrfile bande 7) et localls5e i plus de 
50 7, dans la fraction cy top lasmique comma pour la 
procaine E6 des cellules transformfiea par BPV-l (16). Les 
cellules InfectSes par VVbES produlscnt un polypeptide de 
7,5 kD asaoclS aux membranes cellulalres (fig. l, bande 7 

20 et contr51e, bande 8), localisation caractfir Is clque de la 
procfilne E5 de BPV-l (17). Les axpSrlences 
d • ImmunoprficlplCat Ion avec I'antlsfirum antl-E7 ne 
prfisentent pas de rfiactlvltfi crolsfie. Nfianmolns, 
I'analyse des vecteurs d'expresslon rSvdle la presence du 

25 cadre de lecture de E7 dans une orientation correcte et 

nous supposons que E7 est ef f ectlvemant produlte reals que 
pour une ralson Inconnue elle n'est pas pr€clplt£e par 
I'antlsgrum dlsponlble. 

30 c) Vaccination contra les cellules tumorales Indulces par 
BPV-l 

Des groupes de rats femelles (Fischer) figies de 
4 semalnes sont InoculSes par vole Intradecmale ou 
35 lntrap6rltonale avec les difffirents virus recombinants 
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(a une dose de 10^ ufp dans 100 ^L). lis sublssenc une 
Lnjecclon de cappal avec la mSme dose aprfis 12 Jours ec 
sonc doumls ^ une tnoculatlon d'Spreuva, encre la I6e et 
U I7e Jouc avec des cellules 3X3 de llgndes syngdnlques 
5 de cacs Fischer (FR3T3) c rani fornixes par BPV-l selon U 
prococole dScrlC dans lea rfiffirences (9, 18) eC appelies 
FR3T3-BPV-1-6. Pouc ceci, axlO** cellules sonc tnjeccfies 
par vole sous-cucan^e dans un volume de 200 i^l de milieu 
MEM.BME sans sSrum. 

Les rgsulcacs sont reprSsentfis . sur la figure 2 : 

tous les animaux concrSlls, vaccinas avec VV-0 
diveloppenc des cumeurs aprds une pfiriode de 
latence de A3 jours en noyenne. 

les animaux vaccinas avec VVbEl ou VVbE2 ne 
prgsencenc pas de modiflcaclon dans le 
de ve loppemenc des cumeurs. 

les animaux vacclnfis avac VVbE5, VVbE6 eC VVbE7 
frisencenc un recard slgnlftcadf de I'apparlcion 
des Cumeurs. De plus dans quelques cas, il n'y a 
pas de dgveloppemenc de cumeurs (> 250 Jours 
aprds I'Spreuve), points repr^sencfis dans le 
cadre en hauc de la figure. 

Ces experiences sont ripScfiea en effeccuanc 
I ' Inocu laclon d'gpreuve avec des cellules de la lign^e 
2Q FR3T3 cransformfies par BPV-l selon le prococole dficrlc 
dans les rfifSrences (9, 18) et appelSes FR3T3-BPV-1-3 . 
VVbEl ec VVbE2 Scant sans effet, seuls VVbES, E6 ec E7 
sonc cestSs ec deux groupes de racs sont InoculSs avec 
2 virus recombinants simultan^mcnC » soit VVbES ec VVbE7 
32 soit VVbES et VVbE6 a£in de mettre en Evidence un 

gventuel effet cumulacif de ces antigdnes. La figure 3 
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conflrrae I'eEfec bfinSfique d ' une • vacc I na c 1 on par VVbE5 ec 
VVbE7 (les poLnts daas le cadre du hauc de La figure 
correspond aux anlmaux qui ne dSveloppenc pas de 
curaeur) alors que VVbE6 resce sans effec notable dans 
5 cette sLcuacion. Oe plus II n'appacatC pas d'effec 
cumulatlf marqufi lots de 1 ' assoctacton VVbE5, VVbE7. 

Exemple 2 : Clonage du g4norae du virus HPV-16, 

,Q Les cellules de la llgnfie CaSkl (ATCC 1550) 

conclennenc le gfinorae du virus HPV-16 tntSgrg dans un 
chroaiosorae. A parclr de 10 floles de 75 co^ de cellules 
CaSkl serai-confluences, I'ADN gfinomique cocal est purlElS 
de la fa^on sulvance : les cellules sont rficupSrfies par 

15 graccage, cencrtfugSes ec lavfies puis reprises dans 15 ml 
de tampon TE [iris 10 mM pH 7,5 ; EDTA I mM] + 0,5 X SOS. 
Aprds craicement i la protSinaae K (7,5 mg/l5 ml) i 37'C 
pendant 16 heures, I'ADN est stockfi" i A'C. De cecce 
fa^on, I ml de solution eontenanc 0,6 mg d'AOl^ esc 

2Q obcenu. 

70 ^g de cec ADN sont soumis i une digescion 
parclella par I'enzyme Mbol (10 min. ; 40 unlcSa) puis 
dfiposfis sur un gradient linfiaire (20 X - 7.) de 

25 sucrose. AprSs cenc r 1 f uga c ion (rocor SW28, 16 heures a 

25.000 c, 20'C), des fractions de 500 nl sonc collectfies. 
Les fractions contenant de I'ADN de taille comprise entre 
10 ec 20 kb (fraction 23-26) sont rSunies, dialysfies 
contre du tampon TE, puis prficipitSes ^ I'Sthanol. De 

30 cette fa^on, 5 ^g d'ADN sont obtenus. 

Afin de disposer d'un vectaur de clonage pour 
I'ADN dScrit prScfidemment , I'ADN du bacteriophage lambda 
EMBL 301 (19) esc diggrfi par I'enzyme da rescriccion 
35 BamHI. Apcfis excraccion au phfinol-chlorof orme ec 

pr^cipiCacion i l'$thanol, I'ADN est resuspendu dans du 
Campon TS. 
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L'ADN gSnomlque des cellules CaSkt ec I'AON du 
baccSrlophage lambda sont ensulce liguSs selon un 
prococoLe classlqua (I ug de vecceur, 2 ug d'ADN 
glnoratque). Aprds ampaquecaga da I'ADN grflca i uae 

J ccousse coramecctallsfie par Amacsham, un cocal da 
0,75 X 10^ clones Indfipandancs esc obcenu. Cas 
bacc5 rlophages sont icai&3 avec das bactfirlas E. eoU 
T358 sur 13 bottes da U cm da dtamatre ac sue ratlteu LBM 
aftn d'Stra crlblfia avec des o llgonuclfioc tdes 

10 synthSclques dfidulcs da la sSquence du virus HVP-16 
[(EMBL) PA16]. 

Le crlblage de I'ADN des bacti rlophages 
recombinants est effectuS de fa<;on classlque pour I'homme 

,5 de mgcler. Las ollgonuclfioctdes 1817 (sfiquanca 5' 

CATGCATCCACATACACCTACATTG 3' ; cadre de lecture E7" et 
1818 (sequence 5' GTGGATAACAGCACCCTCTCCGTTT 3'; cadre de 
lecture E5) marqufis radioacttvemanc au 32p^ 30^^ mSlangfis 
at hybrtdSs i I'ADN phaglque (transffirfi sur des flLcres 

20 de nlcrocellulose) pendant 16 heures i 55'C dans un 
tampon SSC concentrfi 6 fols. Las flltres sont ensutte 
lav^s dans las mfimes conditions da strlngance, 10 slgnaux 
posttlfs (I-IO) one Scfi obtenus. La zone des boltes de 
p€trl correspondant I ces slgnaux est reprise dans 1 ml 

25 de tampon LBM. Ces suspensions sont rfifitalfies sur des 

botces de pgtrl 0 10 cm (2-10 ^1 de suspension par botte) 
en double et un crlblage secondalre est effectuS avec les 
ollgonuclSotides 1817 et 1818 siparSment. Lea slgnaux 
correspondant aux phages obtenus d partlr des premiers 

30 Isolements 4 et 5 fitant les plus Intenses, ces deux 
clones sont choisls pour la suite des expfiriences. 

Des mlnlcultures da bactfirles E. coll Q358 
InfeccSes avec le bacteriophage, isolS d partir des 
35 sous-clones A-l, 4-2, 5-1 et 5-2 s nt rfiallsfies. L'ADN de 
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ces clones esc purlfll ec soumis i dlgesdoa par L'enzyme 
de rescrLcclon PscI afln d'analysec les cecombtnancs 
3£IeccLonn€3. 

2 mlgracion sue un gel d'agarose I % , Las AON 

cL-dessus sonc cransfSrfis sur una fflembrane de 
nLccocelluLose saLon la cechnlqe de Southern. Ces 
oefflbranes sonc ensulce Lncubfias avec les deux 
o I tgonuc Ifiocldes 1817 et 1318 marqufis au 32p acclon 
de la po lynuclfioc Ide kinase comme prScfidemmenc . Aprds 
hybrldaclon ec lavage de la meinbrane, ce^ce dernldre esc 
soumlse I aucoradiographle . Deux bandes cor respondan^ i 
des ADN de callles 1063 ec 1772 pb respeccl vemenc sonc 
rSv^lSes alnsi, tndlquanc que les clones A-l, 4-2, 5-1 ec 

,5 5-2 possddenc le gfinome du virus HPV-16. 

Exemple 3 : SSquen<;age des ADN correapondaQt 3 E6, E7 
ec E5 

20 ^0 baccSrlophage 5-1 esc cholsi pour les 

expgrlences ulcfirieures. Afln de disposer de quanctcSs 
Loporcances de I'ADN de ce clone une preparation d'ADN i 
pardc de 500 ml de baccSrle E. coll Q3 58 Infeccies lesc 
r£alls£e selon un prococole classlque. 800 d'ADN sonc 

25 alnsl obtenua, Aprfis digestion par l'enzyme PscI, I'ADN 
esc soumis i I ' fileccrophordse sur gel d'agarose I % 
concenanc du bromure d'ichidlum ec visualise sur une 
lampe UV . Les bandes de gel correspondanc aux callles 
1063 ec 1772 pbs sonc dgcoupSes ec I'ADN esc excralc en 

30 udllsanc une crousse "Geneclean" (BlolOl Inc). Get ADN 
esc ensulce ligu€ dans un baccSrlophage H13TG130 ouverc 
au sice PscI ec transform^ dans des bacc£rles compScenCes 
E, coll NM522. 
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o'ADN des bac c 5 r I o pha ge s :U3 recombinant esc 
purieig a partlr de minlcultures (1,5 ml) ec analysS par 
dLgesclon avec des enzymes da cescrUtlon. Un clone 
concenanc U bande HPV-16 1063 pb (M13 E5) ec un clone 
5 concenant la bande HPV-16 1772 pb (M13 E7/E6) sonc 
sfilecc lonnSs . 

Afln de llmtter le cravatl de gfiquengage ec coram* 
les ADN rechecchSs sont ceux coccespondant aux cadres de 
10 leccure E5, E6 ec E7, seules les r€glons des eragmencs de 
rescrtcclon Pstl correspondanc aux procSlnes E6 ec E7 
(M13 E7/E6) et £5 (M13 E5) sonc sfiquen'cfies, grSce i des 
■-} 1 1 gonuc ISo cides synchSclques de sequence 

15 5' ATCTAACATATATTC 3' et 5' GTTGTTCCATACAAA 3' pour M13 E7/E6 

et 

5' OrCTGCCTATTAATAC 3' pour M13 E5. 

La figure 4 prSsence la structure du bactSrlophage M13 
20 E7/E6 et la figure 5 celle du bactfir lophage M13 E5. La 

sequence obcenue pour E7 rfivdle une homologte cocale avec 
la sequence contenue dans les banques de donnfies PPH16. 
Pour E6 on obse rve deux mucacions : G i. la place da A en 
position +46 ec G a la place de T en position +264 par 
25 rapport 3 I'ATG tnlttateur de E6. Pour E5, on obtienc la 
sSquence reprSaentSe i la figure 6, qui dlffSre par 
quelques bases de la sequence contenue dans la banque de 
donnfies. 

30 Exemple 4 : Clonage des fragments d ' ADN portant E6, E7 et 
E5 dans le vecteur de transferc. 

Avanc d'lnc£grer les ADN codant pour ces 3 cadres 
de leccure dans des virus de la vaccine recombinants, II 
35 est n£cessalre de les modifier afln de disposer de sites 
de restriction uniques en amont et en aval des gdnes et 
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d'ara^Uorer les sequences aucour de L ' ATG LnUUceur afln 
d'obcenlr une bonne craduccton ec un niveau SlevI de 
procSlne synth6cls€a. 

5 a) Cadre de Uecure E6 

Un stce de resccUcton Sail et un stce Sphl sonc 
crSSs respectlvemenc en anonC ec en aval de la sSquence 
codanc pour E6 grfice i deux o I tgonuclfio c Ides 
10 synchgclques , en employant una technique de mutagSnfise 
localtsfie dlrigle par ollgonuclfioclde (trousse 
Araersham). Ces deux nutatlong ponccuelles sonc cSalisges 
5 Imu ItanSraenc en uciltsanc les ollgonuclSocldes 
?utvancs : 

15 

5' GTTAGTATAAAAGTCCACCCACCATGCACCAAAAGAG 3' 

5' CATGCATGCAGATACACC 3' 

2° Un nucl6oclde A en position -3 par rapport i 

I'ATG esc incrodulc h la place d'un nuclSoclde T en mSrae 
temps que le sice Sal t. 

Las baccSrlophagea obcenus sont analyses par 
25 dlgescton avec des enzymes da restriction ec pat 
s6quen(;age. Un clone est retenu pout la suite 
d6slgn€ M13TG1181. Le fragment de restriction Sall-SphI 
est ensulte clonS dans le vecteur pTGl86 poly (11) ouvert 
aux sites Sail et Sphl (pTG2l98). Ce vecceur permec le 
30 cransferc de I'ADM dans le ggnome du virus de la 
vaccine . 

b) Cadre de leccure E7 

35 Un site de restriction PstI et un nucleotide A en 

position -3 sont Introdults en amont de la sequence 
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codanc pour la procSLne E7 par mutagSn^se locaLlsle 
^race k L ' 0 Ligonuc 13o c Ide suivant : 

3' OTAGAGAAACCCTGCAGCCACCATGCATCCAC 3' 

5 

PLusleurs clones one 5c8 obtenus. L'un d'enccs 
eux -TuL condenc un Crag me nc de rescrlcclon PscI de 350 
pb, esc sSquencS dans la zone correspondanc I la 
mucadoa. La sequence correspond blen 3. la mucadon 
jO accendue (M13TG1L82). La fragmenc de rescrlctton PscI esc 
ensulce InsSrS dans le plasmlde pTG186'poly ouverc au 
5Lce PscI (pTG2l99). 

c ) Cadre de lecture E5 

15 

Un site de restriction PstI est Introdult en 
araonc de 1 ' ATC Inltlaceur du cadre de leccure E5 
(position 3851 dans PPH16) par rautagindse localisfie grSce 
1 L ' 0 L Igonucl^ot Ide sulvanc : 

20 

5' oTCTACTGGATTTACTGCAGTATGACAAATCTTGAT 3' 

Un site de restriction EcoRI est latrodult en aval 
du codon stop grSce i 1 ' o Ilgonuc Ifiotlde sulvant : 

25 

5* GTATATGTACATAATGAATTCTTACATATAATTGTTG 3' 

Ces deux mutations sont introdultes 
s ImultanSment (tcousse Amersham) . Le clone retenu pour 
30 la suite est dfislgnfi par M13TG 3151. Le fragment de 
restriction Pstl-EcoRI esc ensulce insfirfi dans le 
plasmlde pTG186 poly ouvect aux sites PscI et EcoRI 
(pTG3l80). 
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Exemple 5 : Conscructlon des virus de la vaccine r ecorab I nan c s . 

les plaamldes pTG2l98, 2199 ec 3180 sonC 
utlltsfis pour cransfSrer les cadres de Lecture E6 , E7 ec 
5 ES dans un virus de la vaccine (souche Copenhagen) comrae 
dScrlc prSc&demmenc. Les virus cecombinancs oO Les 
sequences codances sonc sous le concrOle de pcomoceur 
7,5 K de La vaccina sonc appelSs VVhE6, VVhE7 ec VVhES. 



10 Des cellules BHK-21 sur milieu MEM.BME suppl^oencg 

avec 10 '/. de serum de veau foecal sonc InfeccSes avec 
L'un des crois virus recombinants avec urle mulclplicic^ 
d ' approximac Iveraenc 20 ufp par cellule. 



15 Aprds Incubacion suivanc le prococole dScric 

prgcSdemmenc , les cellules sonc rScupSr£es, lysSes' ec 
Eracclonn^es afin de determiner la localisadon 
subcellulaire des procaines de HPV-16. 

2Q L'expression des gdnes E6 ec E7 est vfirifiSe par 

Immunoprficiplcaclon des procaines (aarqufies I la 
cyscfilne S ) synthfic isSes . 

Les ancicorps polyclonaux dcessSs concce les 
22 pcocSines de fusion baccfiriennes correspondanc aux cadres 
de leccure de E6 ec E7 sonc obcenus par la mfichode 
cLassique connua de I'homme du o£cier eC dScrice dans les 
rgffirences (20) ec (21). 

3Q Les cellules infecc^es par VVhE6 produisenc une 

procaine cy cop lasmique de 18 kD qui esc spScifiquemenC 
reconnue par I'antisStum antl-E6 (fig. 7, bande I, la 
bande 2 correspond i une immunopricipicacion avec un 
s6rum non immun). Les cellules infaccfies par VVhE7 

35 produisenc aussl une procfilne cy top lasmique de 19-20 kOa 
sp€cif iquemenc reconnue par l'ancis€rum anti-E7 (fig. 7, 
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bande 3, U bande ^ correspond I une t mmuno p r Ic 1 p I c a c I o n 
ivec un sSrura non Immun). 

Pour E5, aucun andsfirum a'^canc dlspontble, 
L'incfigraclon du bloc d'axpresslon de S5 dans le virus de 
la vaccine esc v«rlfUe par analyse de I'ADN selon la 
technique de Southern. 

Exemple 6 : EfEec de la vacclnadon par VVhE6 ec VVhE7 
sur le dfiveloppeaanc des cumeurs Indulces 
par HPV-16. 

Des groupes de racs feoelles (Fisher) agfies de 
A semalnes sonc vacclnSes par injection Intraderaaie de 
5.10^ ufp (dans 100 ui) des diffSrencs virus 
recombinants. tls sonc soumis 3 une injeccion de rappel 
avec la mSme dose aprSs 12 Jours, 

Entre le I6e ec le 17e Jour, lis aonc fipcouvgs 
avec une llgnfie obtenue par co- 1 rans face ion dans des 
cellules primalrea de rat : (lignde RE01). 

1) d'un plasraida comportanc la gfinome da HPV-16 sous 
concrSle du LTR de rficrovirus de Moloney (22) ; 

2) d'un plasolda codanc pour un gdne de resistance 4 GA18 
ec pour EJ-RAS, qui ne transforme qua des cellules 

de llgnfies Stabiles ou exprimant un gdne 
tmmorcalisanc. 

2 X lO** cellules sonc inject^es dans un volume de 
200 til de tampon MEM.BME sans sfirum pat voie soua- 
cucanSe. 

D'aprSs les figures 8 ec 9, on fait las conatatations 
suivantes : 
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- les antmaux cSraoLns, aon vaccinfis, dSveloppenc 
des cumeurs diceccables 10 Jours aprds 

L ' trtocu Lac ton des cellules cransformSes (voir 
Llgnes cLrecdas). 

5 

- las atiloaux vaccinfis avac VVhE6 ae dSveloppenc 
pas de cuoaur dans 2 cas sue 7 (> 100 Jours). 
Lorsque des cumeurs apparaissenc , dans 3 cas leur 
dfivelopperaenc esc ralencl de faqon crSs 

stgnlf tcaclve ec pour 2 anlmaux I'appartclon des 
Cumeurs esc recardfia (24 eC 3A Jours au ILeu de 
10 Jours). Enfln, dans deux cas, le dSve loppemenc 
des cumeurs esc tdendque i celut prSsencfi par 
les anlmaux du loc cSmoln. 

15 

- las anlmaux vaccinfis avec VVhE7 ne dfiveloppenc 
pas de cumeur dans 3 cas sur 7 (> 100 Jours). 
Dans les 4 aucres cas, les cumeurs apparaissenc 
dds le lOe Jour, mals leur dfiveloppemenc esc 

3 Ignl £ Icac tvema nc recardS. 



\f In de cescer les ef fees procecceurs de ces 
vacc Inac Ions , les anlmaux qui dans les deux Iocs n'onc 
pas dfiveloppg de cumeurs sonc reprls ec SprouvSs 80 Jours 
25 aprSs la premldre Spreuve d ' Inoculac ton avec 10 Eots la 
dose tnlclale, c'esc-J-dtre 2 x 10^ cellules. Dans de 
celles condldons d ' Inoculadon, des anlmaux cSmolns 
dSveloppenc des Cumeurs aprfis A jours. 

30 - les anlmaux qui avalenc ficS vaccinfis par VVhE6 

dfiveloppenc des cumeurs de faqon tdenclque aux 
anlmaux cfimolns. 



- par concre, les anlmaux prfialablemenc vaccinfis 
35 avec VVhE7 mfime dans ces conditions ne 

dfiveloppenc pas de Cumeurs (> 100 Jours). 
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Ccs r^sultats ainsi que Ics precedents raettcnt en avant le rdic important que joucnt Ics 
antig^ncs E7 dans la protection contrc le d6veloppcment dcs tumcurs induitcs par HPV.16. 

Afin de virificr Ics r6sultats ci-dcssus deux autrcs series d 'experiences sont liilisies 
avcc d 'autrcs lignics cellulaires. Dcs groupcs dc rats femelles &g6cs de 4 semaincs sont 
vaccin6cs par injection intradermale dcs virus recombinants comme ddcrit pr&idemmcnt. Lcs 
rats vaccinas par ies virus recombinants sont ^prouvds avcc 2.10'* ou lO' cellules primaircs 
(lignic RE31) de rat priparto selon Ic protocole ddcrit pr^c^cmmcnt. Le nombrc d'animaux 
ayant rejetd les tumeurs ou chez lesquels on observe un retard dans I'apparition de celles-ci 
, Q est donn6 dans la premiere partie du tableau II (Premiere epreuve). Dans ce tableau WO 
correspond k un virus de la vaccine recombinant t^moin n^exprimant pas une prot6ine de 
HPV). Puis, des rats ayant rejetd une premiere fois les tumeurs sont k nouvcau iprouves mais 
en utilisant une concentration superieure de cellules primaircs (2.10* au lieu de 2.10^ ou 10^). 
Le r^sultats obtenus sont pr6sentds dans la seconde partie du tableau II (Deuxiime Epreuve). 
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TABLEAU n 

Virus Rejct Retard dans rappariticn Total 

20 recombinant de la tumeur 

Premiere 6oreuve oar injection de 2x10* cellules de la lignfee RE31 par rat 

WI1E6 ' 3/18 5/18 _ 8/18 

25 WhE7 3/17 5/17 9/17 

WO 0/17 0/17 0/17 
Premiere fareuve par injection de 10^ cellules de la ligpcc RE31 par rat 

WhE6 - 7/20 1/20 8/20 

WliE7 5/20 0/20 5/20 

30 WO 1/20 0/20 1/20 
Deuxifeme epreuve par injection de 2x10^ cellules de la lign^e RE31 par rat 

WhE6 2/4 0/4 2/4 

WhE7 3/4 1/4 4/4 

WO 0/5 0/5 0/5 
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Dans une autre sine d 'experiences, les lign6es de cellules primaires de rats, servant 
^ ^prouver les rats vaccinas, sont co-trans fcctics par : 

1) un plasmide comportant Ic genome de HPV-16 sous le contrdle de son propre 
promoteur, 

5 2) un plasmide codant pour un gine de resistance ^ G418 ct pour EJ-RAS, qui nc 

transfonne que des cellules do lign^es 6tablies ou exprimant un gtnc immortalisant. 
On obtient ainsi la lignde RE604. Le tableau m prdsente les rdsuitats obtenus dans ces 
conditions exp^rimentales. 

TABLEAU ni 



Epreuvc par injection de 2x10* cellules de la lign^c RE604 par rat 



15 



Virus 

recombinant 


Rcjet 


Retard dans I'apparitton 
de la tumeur 


Total 


VVhE6 


0/30 


6/30 


6/30 


VVhE7 


7/40 


10/40 


17/40 


VVhE6A^VhE7 


0/10 


2/10 


2/10 


WO 


0/30 


0/30 


0/30 



25 Les resultats de ces experiences raettent en avanl le r61e important que jouenl les antigcncs 
E7 et E6 dans la protection centre le developpement des tumeurs induites par HFV-16 



Dans toutes les iign6es cellulaires, I'expression de la prot6ine E7 est veriftee par 
immunoprdcipitation. L'action protectrice exercde par I'antig&ne E7 n'est done pas d6pendante 
,Q de la \\ffx6c consid6r6c. 

Les souches suivantes ont il6 diposics le 24 ftvricr 1989 h la collection 
Nalionale de Cultures de Microorganismes de I'lnstitut Pasteur (Paris) : 
. E. coli pTG2198 sous le n* 1-837. 
25 ' - E. coli pTG2199 sous le n' 1-838. 

- E. coli pTG3180 sous le n" 1-839. 
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REVENDICATIONS 

Composition pha r raac eu c Iq ue caraccfirtsSe ea ce qu'elU 
conclenc I ctcre de prtnclpe actlf prfivanclf ou 
cufacte, au molns un poxvirus recorablnanc qui 
coraporce une sfiquenca d'ADN hficSrologue codanc au 
raolns pour la rfiglon esaenclelle d'una protfilne ' 
non acruccuraie d'un papillomavirus, alnsl que la$ 
filfimencs de rfigulaclon asaurant son expression dans 
les cellules supSrieures. 

Composition selon la revendlcaclon I, caraccfirisfie en 
ce que les Slfimencs de rfigulatlon assuranc 
I'expresslon de la sequence d'ADN hfitfirologue 
comporcenc un promoceur de la transcription du gSne 
et une rSglon d'lnlclatlon de la traduction dans les 
cellules hates. 

Composition selon la revendlcatlon 2, caractfirlsSe en 
ce que la position -3 de la rfiglon d'lnltlatlon de la 
traduction comporte un A ou un G. 

Composition selon I'une des rovendlcatlons I i 3 
caractSrlsSe en ce que le poxvirus est vivant ou 
tug. 

Composition selon I'une des revendlcations I i 3 
caractSrlsSe en ce que ladlce sfiquence d'ADN code 
pour I'une au molns des protfilnes prlcoces du virus 
HPV-16. 

Composition selon I'une des revendlcations l 3 5 
caracc6rl36e en ce que lesdltes protiines prficoces 
sont cholsle.s parral El, E2, E4, E5, E6 et E7. 

Composition selon la revendlcatlon 6 caract£rlsge en 
ce que lesdltes protfilnes prficoces sont cholsles 
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parml E6, E7 eC E5. 

S. Compostcton selon la ravandLcaclon 7 cacaccSrts5a ea 
ce que ladlca procaine prScoce esc la procaine C7 . 

5 

9. Composidon salon la revendicaclon 7 caraccfirlsSe en 
ce que ladlce procaine prScoce esc la procaine ES 
done la sequence codance esc reprfisencfie ^ la figure 6. 

10 10* Cofflposldon selon I'une das revendlcac ions 

precedences caraccSrisSe en ce que les sequences 
d'ADM codanc pour les procaines pr^coces d'un 
papi 1 lofflavl rus sonc sous le concrOle d'un promoceuc 
d'un gdne du poxvirus ucllis^. 

15 

IL. Composidon selon la revendicaclon 10 caraccSrisSe en 
ce que le poxvirus esC le virus de la vaccine. 

12. Composidon selon la revendicaclon 10 caraccfirisSe en 
20 ce que le promoceur esc le proooceur du gdne de la 

procaine 7,5 K du virus da la vaccina. 

13. Composidon selon I'une des revendicadons 1 I 12 
caraccfiriafie en ce que les sequences d'AON codanC 

25 pour les procaines pricoces d'un papillomavirus sonc 

clonics ^ I'inc&rieur d'un region non essendelle du 
virus udlise. 

14. Composidon selon la revendicaclon 13 caraccSris^e en 
30 ce que la region non essendelle esc le gSne IK. 

15. Composidon selon I'une des revendicadons 1 4 14 
caraccfirisSe en ce que elle compocce un supporc 
pharmaceudquemenc accepcable permetcanc son 

35 adminlscradon par Injeccl n & I'homme ou i 

I'animal. 
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FIG. 1 
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FIG. 2 
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FIG, 3 
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FIG. 7 
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